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ZUSAMMENFASSUNG 
Zur großflächigen Bekämpfung der F u c h s t o l l w u t werden heute v o r ­
wiegend a t t e n u i e r t e T o l l w u t v i r e n a l s L e b e n d i m p f s t o f f e e i n g e s e t z t , 
i n e i n i g e n europäischen Ländern inzwischen zusätzlich r e -
kombinante V a c c i n i a V i r e n . E i n R i s i k o b e i der F r e i s e t z u n g von 
V i r e n , deren Genom wie beim T o l l w u t v i r u s aus RNA b e s t e h t , i s t 
deren normalerweise g e r i n g e g e n e t i s c h e Stabilität, d i e s c h n e l l 
zur Veränderung der b i o l o g i s c h e n E i g e n s c h a f t e n der V i r e n führen 
kann. E x p e r i m e n t e l l e Daten, d i e ei n e Risikoabschätzung b e i der 
Verwendung von a t t e n u i e r t e n T o l l w u t v i r e n ermöglichen, und d i e 
Voraussetzung s i n d für d i e Abwägung von Gefährdungspotentialen, 
d i e b e i der F r e i s e t z u n g von a t t e n u i e r t e n T o l l w u t v i r e n , bzw. 
rekombinanten V a c c i n i a V i r e n ausgehen, l i e g e n b i s h e r n i c h t v o r . 
I n dem 19 92 begonnenen P r o j e k t werden Faktoren u n t e r s u c h t , welche 
d i e g e n e t i s c h e Stabilität des T o l l w u t v i r u s bestimmen, nämlich 
M u t a t i o n s r a t e und Vorkommen von Rekombinationen. E i n Grund für 
d i e hohe M u t a t i o n s r a t e von RNA Genomen i s t d i e fehlende 
K o r r e k t u r f u n k t i o n ( " p r o o f - r e a d i n g " Aktivität) von RNA Po l y ­
merasen. I n u n t e r s c h i e d l i c h s t a r k k o n s e r v i e r t e n Bereichen des 
Tollwutvirusgenoms w i r d d i e F e h l e r r a t e der T o l l w u t v i r u s RNA 
Polymerase beim Kopieren des Genoms bestimmt. Mechanismen, d i e an 
der Rekombination von T o l l w u t v i r u s RNA b e t e i l i g t s i n d , werden m i t 
H i l f e von d e f e k t e n i n t e r f e r i e r e n d e n (DI) RNAs u n t e r s u c h t . 
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EINFÜHRUNG 
Im Zuge der Bekämpfung der F u c h s t o l l w u t i n Europa werden s e i t 
e i n i g e n Jahren große Mengen L e b e n d i m p f s t o f f f r e i g e s e t z t . Dabei 
h a n d e l t es s i c h v or a l l e m um das a t t e n u i e r t e T o l l w u t v i r u s SAD 
B19. T o l l w u t v i r e n b e s i t z e n e i n unsegmentiertes Negativ-Strang-RNA 
Genom und gehören der F a m i l i e Rhabdoviridae an. Im H i n b l i c k auf 
d i e Anwendung a l s L e b e n d i m p f s t o f f b e s i t z e n RNA V i r e n gegenüber 
V i r e n m i t DNA-Genom einen entscheidenden N a c h t e i l : Die v i r a l e n 
RNA Polymerasen b e s i t z e n keine K o r r e k t u r f u n k t i o n ( " p r o o f - r e a d i n g " 
Aktivität). Dies r e s u l t i e r t i n e i n e r v e r g l e i c h s w e i s e hohen 
F e h l e r r a t e beim Kopieren der v i r a l e n Genome und somit i n e i n e r 
hohen gene t i s c h e n Variabilität der V i r e n (4,12,13). Dadurch 
können s i c h d i e b i o l o g i s c h e n E i g e n s c h a f t e n von RNA V i r e n r e l a t i v 
s c h n e l l verändern. Die A t t e n u i e r u n g von pathogenen V i r e n i n der 
Z e l l k u l t u r kann durch e i n z e l n e oder mehrere Punktmutationen i n 
bestimmten Genombereichen, sogenannten " V i r u l e n z m a r k e r n " b e w i r k t 
werden. Wie i n v i e l e n RNA-VirusSystemen - auch beim T o l l w u t v i r u s 
- g e z e i g t wurde, kann d i e A t t e n u i e r u n g des V i r u s durch Punkt­
mutationen rückgängig gemacht machen. Beim T o l l w u t v i r u s wurde 
b i s h e r l e d i g l i c h e i n V i r u l e n z m a r k e r i d e n t i f i z i e r t , der jedoch 
beim SAD B19 I m p f v i r u s n i c h t b e t r o f f e n i s t (1,2) . Die für d i e 
fehlende Pathogenität des V i r u s v e r a n t w o r t l i c h e n Mutationen im 
Virusgenom konnten noch n i c h t i d e n t i f i z i e r t werden. Rekombination 
s t e l l t e i n w e i t e r e s w i c h t i g e s Element b e i der E v o l u t i o n von RNA 
V i r e n dar (14) . Vor a l l e m b e i Plus-Strang-RNA V i r e n s i n d Re­
k o m b i n a t i o n s e r e i g n i s s e zwischen Genomen verwandter V i r e n sowohl 
i n der Z e l l k u l t u r a l s auch u n t e r natürlichen Bedingungen be­
sc h r i e b e n . Darüberhinaus kann sogar zelluläre RNA i n das Genom 
von P l u s - S t r a n g (BVDV, 7) oder N e g a t i v - S t r a n g RNA V i r e n ( I n ­
f l u e n z a V i r u s , 5) eingebaut werden. Bei unsegmentierten N e g a t i v -
Strang-RNA V i r e n (Rhabdoviren und Paramyxoviren) wurde b i s l a n g 
n i c h t g e z e i g t , daß durch Rekombination zweier Virusgenome e i n 
neues vermehrungsfähiges V i r u s e n t s t e h t . I n beiden V i r u s f a m i l i e n 
t r e t e n jedoch sehr häufig DIs ( " d e f e c t i v e i n t e r f e r i n g p a r t i c l e s " ) 
auf, deren Genome durch R e k o m b i n a t i o n s e r e i g n i s s e aus kompl e t t e n 
Virusgenomen entst e h e n (6,10,11). Solche T o l l w u t v i r u s DIs s t e l l e n 
b e i dem beschriebenen P r o j e k t w i c h t i g e H i l f s m i t t e l dar, m i t denen 
i n diesem V i r u s s y s t e m sowohl Rekombinationen a l s auch Mutationen 
a n a l y s i e r t werden können. 
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METHODEN, ARBEITSPROGRAMM UND STAND DER ARBEITEN 
E r s t s e i t kurzem s i n d d i e Voraussetzungen gegeben, um 
d e t a i l l i e r t e Untersuchungen zur Genomstabilität und Rekombination 
b e i T o l l w u t v i r e n durchführen zu können. Div e r s e T o l l w u t - und 
Toll w u t - v e r w a n d t e Virusgenome wurden a l s cDNA k l o n i e r t und se­
q u e n z i e r t (2,15,16, unveröffentlichte Daten). Durch V e r g l e i c h der 
Nukleotidsequenzen wurden s t a r k k o n s e r v i e r t e und v a r i a b l e Genom­
be r e i c h e i d e n t i f i z i e r t . M i t entsprechenden d i f f e r e n t i e l l e n Hy­
b r i d i s i e r p r o b e n , Primern und d e f i n i e r t e n s e r o l o g i s c h e n Reagentien 
können nun minimale Veränderungen i n den Virusgenomen nachge­
wiesen werden. Das "Pseudogen", e i n im V e r g l e i c h m i t anderen 
Genombereichen h o c h v a r i a b l e r Sequenzabschnitt, der keinem 
S e l e k t i o n s d r u c k zu u n t e r l i e g e n s c h e i n t , i s t für Analysen der 
Polymerase-Fehlerrate besonders g e e i g n e t . Darüberhinaus wurde i n 
unserem Labor e i n T o l l w u t v i r u s DI (SAD DI-1) i s o l i e r t und charak­
t e r i s i e r t , dessen Genom l e d i g l i c h das Polymerase (L) Gen f e h l t 
(3) . Das DI konnte daher zunächst nur i n Z e l l e n vermehrt werden, 
d i e g l e i c h z e i t i g auch m i t T o l l w u t v i r u s , das d i e v i r a l e Polymerase 
zur Verfügung s t e l l t , i n f i z i e r t s i n d . 
Die e r f o l g r e i c h e Expression der Polymerase i n K u l t u r z e l l e n , i n 
d i e das L Gen e i n g e s c h l e u s t wurde (unveröffentlichte E r g e b n i s s e ) , 
ermöglichte es jedoch, SAD DI-1 völlig unabhängig von infektiösem 
T o l l w u t v i r u s i n diesen Z e l l e n (komplementierende Z e l l e n ) zu 
k u l t i v i e r e n , b i o l o g i s c h zu k l o n i e r e n und zu pa s s a g i e r e n . Nun 
können Veränderungen im Pseudogen des g e n e t i s c h e i n h e i t l i c h e n DI 
i n zwei Systemen u n t e r s u c h t und v e r g l i c h e n werden werden. I n 
Z e l l e n , d i e m i t infektiösem T o l l w u t v i r u s i n f i z i e r t s i n d , w i r d das 
DI Genom durch d i e v i r a l e Polymerase, welche durch i h r e eigene 
F e h l e r r a t e s e l b s t " v a r i a b e l " i s t , r e p l i z i e r t , i n den komplemen­
t i e r e n d e n Z e l l e n aber durch das DNA-kodierte P r o t e i n , das gene­
t i s c h sehr s t a b i l s e i n s o l l t e . Es werden nun a u f e i n a n d e r f o l g e n d e 
Passagen des DI i n beiden Systemen durchgeführt, d i e Ver­
änderungen im Pseudogen der DIs werden anschließend durch Sequen­
z i e r u n g a n a l y s i e r t . Die M u t a t i o n s r a t e i n Genombereichen von DIs 
und T o l l w u t v i r e n , deren Sequenzen einem S e l e k t i o n s d r u c k u n t e r ­
l i e g e n , s o l l anschließend m i t der F e h l e r r a t e im Pseudogen v e r ­
g l i c h e n werden. Besondere Bedeutung im H i n b l i c k auf den E i n s a t z 
a l s Lebendvakzine hat h i e r b e i d i e Stabilität von N e u t r a l i s a t i o n s -
e p i t o p e n und V i r u l e n z m a r k e r n des V i r u s . 
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Die Analyse und der E i n s a t z von DIs b i e t e t auch für d i e Unter­
suchung von Rekombination im T o l l w u t v i r u s s y s t e m hervorragende 
Möglichkeiten. DI-RNAs entst e h e n b e i der R e p l i k a t i o n von V i r u s ­
genomen entweder durch i n t r a - oder i n t e r m o l e k u l a r e Rekombination. 
Es w i r d angenommen, daß s i c h d i e v i r a l e Polymerase während der 
Synthese der neuen Genom-RNA zusammen m i t d i e s e r von der M a t r i t z e 
ablöst, dann aber wieder auf dem noch u n v o l l e n d e t e n RNA Strang 
i n i t i i e r t und "zurück"-synthetisiert. Dies führt zu sogenannten 
"copyback" DIs. A l t e r n a t i v kann e i n e R e i n i t i a t i o n wieder auf der 
ursprünglichen M a t r i t z e e r f o l g e n ( i n t r a m o l e k u l a r e Rekombination), 
oder aber auf e i n e r zweiten M a t r i t z e ( i n t e r m o l e k u l a r e 
Rekombination). Abhängig davon, an welcher S t e l l e des Genoms d i e 
Polymerase wieder i n i t i i e r t , e n t s t e h e n DI-RNAs, d i e gegenüber dem 
Standardgenom D e l e t i o n e n b e s i t z e n ( " i n t e r n a l d e l e t i o n " 
DIs) (6,8,10) . Die Analyse von DI Genom Sequenzen l i e f e r t Auf­
schluß darüber, ob das "polymerase jumping" i n bevorzugten Be­
r e i c h e n des Genoms e r f o l g t . B i s h e r wurden fünf T o l l w u t v i r u s DIs 
gefunden, d i e a l l e e i n e D e l e t i o n im B e r e i c h des L Gens b e s i t z e n . 
Die g e p l a n t e Sequenzanalyse w i r d zeigen, ob ähnliche Sequenzen im 
B e r e i c h der R e k o m b i n a t i o n s s t e l l e n l i e g e n . 
Zum Nachweis von i n t e r m o l e k u l a r e n R e k o m b i n a t i o n s e r e i g n i s s e n i s t 
der E i n s a t z von u n t e r s c h i e d l i c h e n DIs vorgesehen. Zur Z e i t w i r d 
nach DIs gesucht, d i e D e l e t i o n e n i n anderen Genombereichen a l s 
dem L Gen b e s i t z e n . Nach C o i n f e k t i o n von Z e l l e n m i t mindestens 
zwei DIs könnten durch Rekombination n e u a r t i g e DIs oder aber 
k o m p l e t t e , infektiöse V i r e n e n t s t e h e n . Solche Versuche s e t z t e n 
b i s l a n g voraus, daß geeignete natürliche DIs i d e n t i f i z i e r t 
werden. Neueste Entwicklungen zeigen jedoch, daß es möglich i s t , 
rekombinante Rhabdovirus DIs ge n t e c h n i s c h h e r z u s t e l l e n (9, 
Manuskript e i n g e r e i c h t ) . Sowohl für Untersuchungen zur Re­
kombination a l s auch zur M u t a t i o n s r a t e würden solche DIs w e r t ­
v o l l e Werkzeuge d a r s t e l l e n . Darüberhinaus i s t abzusehen, daß i n 
Zukunft auch g e n t e c h n i s c h veränderte Rhabdoviren a l s I m p f s t o f f e 
verfügbar s e i n werden. 
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BEZUG ZUM FÖRDERPROGRAMM 
Im Zuge der Tollwutbekämpfung werden zwei grundsätzlich v e r ­
schiedene V i r e n i n d i e Umwelt f r e i g e s e t z t , e i n e r s e i t s 
a t t e n u i e r t e s T o l l w u t v i r u s , a n d e r e r s e i t s g e n t e c h n i s c h verändertes 
V a c c i n i a V i r u s . Beide V i r e n haben b e i der Verwendung a l s Lebend­
i m p f s t o f f e N a c h t e i l e : Das DNA V i r u s V a c c i n i a i s t p o t e n t i e l l 
humanpathogen, w e i s t e i n e hohe Rekombinationshäufigkeit auf und 
kommt i n der natürlichen Umwelt n i c h t v o r . A t t e n u i e r t e T o l l w u t ­
v i r e n b e s i t z e n e i n e e v e n t u e l l e Restpathogenität und a l s RNA V i r e n 
v e r m u t l i c h e i n e hohe gen e t i s c h e Variabilität, d i e auf e i n e hohe 
M u t a t i o n s r a t e und e v e n t u e l l auf Rekombination zurückzuführen i s t . 
Die Analyse der genetischen Stabilität von T o l l w u t v i r e n i s t 
Voraussetzung für d i e Möglichkeit der Abschätzung von Gefähr­
d u n g s p o t e n t i a l e n , d i e b e i Verwendung des "natürlichen" T o l l w u t ­
v i r u s oder des gentech n i s c h veränderten V a c c i n i a V i r u s ausgehen. 
Darüberhinaus i s t es i n jüngster Z e i t möglich geworden, d e f e k t e 
rekombinante Rhabdoviren h e r z u s t e l l e n . I n Zukunft werden v e r ­
m u t l i c h auch gen t e c h n i s c h erzeugte und g e z i e l t m a n i p u l i e r t e 
infektiöse T o l l w u t v i r e n verfügbar s e i n . Die genaue Kenntnis der 
Mechanismen, d i e zu Genomveränderungen im "normalen" Genom 
führen, i s t v o r a l l e m auch im H i n b l i c k auf d i e B e u r t e i l u n g der 
S i c h e r h e i t der zu erwartenden rekombinanten T o l l w u t v i r e n n o t ­
wendig . 
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